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等への応用（Vandamme ら，1987），抗炎症剤，免疫抑制剤等（Parich ら, 1990）
の報告がある.また，Table 1-1 は G-1-P の医薬，ヘルスケア用途に関する
























(α-1,4-glucan)n + リン酸（塩） 
              (α-1,4-glucan)n-1 + G-1-P   (1-1)  
           
 ホスホリラーゼの起源は，動物，植物，微生物等広く自然界におよんでお
り，各種起源のホスホリラーゼの構造や特性の解析がこれまでに多くの研究
者により行われている. 例えば， Fukui ら（1982），Newgard ら（1989），
Kitaoka と Hayashi（2002）により報告されている． 
さらに，ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応や多糖合成反応の動力学
的検討に関しても，多くの研究者により研究されており，代表的な報告を
Table 1-3 に示す．Chao ら（1969）は，Escherichia coli 由来のホスホリ
ラーゼを使用し，マルトヘプタオースとリン酸塩を基質として反応初速度解



















ホスホリラーゼを用いた G-1-P の生成を目的とした研究としては，Table  
1-4 に遊離の酵素を用いた研究報告を，Table 1-5 に固定化ホスホリラーゼ
を用いた G-1-P 生成に関する研究報告をまとめた．遊離のホスホリラーゼを





1997; Weinhausel ら，1995）. 
固定化ホスホリラーゼの研究に関しては，Daurat ら（1982）が, 硫酸ア
ンモニウムによりジャガイモジュースを部分的に精製して得たホスホリラ
ーゼを，DE-52 cellulose，Octyl Sepharose 4B，Sepharose 4B に固定化し
ている.特に，Kumar らが精力的な研究を行っており，ポリアクリルアミド
ゲル，アルギン酸ビーズ，ゼラチン，DEAE-Cellulose，卵の殻，アルミナ等
への固定化例を報告している（例えば，Kumar と Sanwal，1981; Pavgi- 












かった．G-1-P の工業的生産技術を確立するためには，高濃度の G-1-P を低
コストで効率よく生成することができる反応技術の開発が必要と考えられ
た． 








から G-1-P 生成反応のメカニズムについて検討した． 
その結果，低基質濃度領域においても基質阻害の影響が確認され，反応
メカニズムとしては，迅速平衡ランダム Bi Bi メカニズムと基質阻害の影
響とを複合した反応モデルで整理できることがわかった． 

















































ずれのホスホリラーゼの場合も，迅速平衡ランダム Bi Bi メカニズムで表
せることを報告している． 
 Chao らおよび Gold らの研究は，ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応
の反応動力学的解析を目的としており，希薄な基質濃度条件での検討であっ
た． Chao らの研究は，リン酸塩濃度 6.63 ｍＭ，マルトヘプタオース 20.6 
ｍＭの条件で行われている．また，ジャガイモ由来のホスホリラーゼを用い






Weinhausel ら(1995)や Nidetzky ら(1997)の報告がある．Weinhausel ら
(1995)は，ＤＥ（Dextrose Equivalence）が 7（平均重合度 14.3），19（平
均重合度 5.3），15－17（平均重合度 5.9－6.7）のマルトデキストリンを用
い，マルトデキストリン濃度 10－115 ｇ・Ｌ -1，リン酸塩濃度 50－750    
ｍＭの条件で検討し，Escherichia coli 由来のホスホリラーゼに対するリ
ン酸塩の阻害定数を 2.6±0.3 Ｍと報告している．Nidetzky ら(1997)は，マ
ルトデキストリン濃度 30－250 ｇ・Ｌ-1，リン酸塩濃度 260－600 ｍＭの条
件で検討し，ジャガイモホスホリラーゼに対するマルトデキストリンの阻害































ｍＭの G-1-P・Ｎａ，1％可溶性デンプン（ジャガイモ由来）を含有する 20  
ｍＭマレイン酸緩衝液（ｐＨ 6）を基質溶液とし，適量の酵素含有液を添加
し 30℃で 10 分間反応させ，生成したリン酸塩を Fiske と Subbarow(1925)
の方法で測定した．タンパク質濃度は Lowry ら(1951)の方法で測定した．ホ
スホリラーゼ活性は，1 分間あたり 1 μmol のリン酸塩を遊離させる活性を
1 Ｕと定義する．また，比活性は酵素由来のタンパク質 1 ｍｇあたりの酵
素活性を示す単位（Ｕ･ｍｇ-protein-1）である．  
２-２-２（２） 生成 G-1-P 濃度の測定 
 所定反応時間後の反応溶液 1 ｍＬにマグネシア混液（ 0.27 Ｍ         
ＭｇＣｌ２，1.9 Ｍ ＮＨ４Ｃｌ，0.26Ｍ ＮＨ４ＯＨ）を 4 ｍＬ加えて未反
応リン酸塩を析出させ遠心分離により除いた．上澄み液を 2 ｍＬ採取し  
3 ｍＬの 12％過塩素酸水溶液を混合した．この混合液を 2 本の試験管に
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0.5 ｍＬずつ採取し，一方の試験管に 2.5 Ｍの硫酸 0．5 ｍＬと脱イオン














ガイモより精製した．Figure 2-1 にホスホリラーゼ精製の操作手順を示す． 
＜ジュース化＞ 
5 kg のジャガイモを洗浄し，皮をむき適当な大きさにスライスし，5 Ｌ
の酸化防止剤溶液（0.7%ハイドロサルファイト＋0.7%クエン酸ナトリウム）








Heat treatment (50-52ºC, 5 min)































ラスカラム（6 ｃｍ×13 ｃｍ）にデンプン吸着処理液を約 10 ｍＬ・   







cellulose tubing，Viskase 社製）に入れ，0.025 Ｍトリス-ＨＣｌ緩衝液






液を約 1.5 ｍＬ・min-1の速度で供給し吸着させた．0.025 Ｍトリス-ＨＣｌ
緩衝液のＮａＣｌ溶液でグラジェントをかけてタンパク質を溶離させる 
（ＮａＣｌの濃度範囲：0－0.7 Ｍ）．フラクションコレクターを使って分取
し(20 ｍＬ)，各フラクションの 280 ｎｍの吸収とホスホリラーゼ活性を測
定した．ホスホリラーゼ活性の高いただ１つのピークが得られ，そのフラク









この方法により，5 ｋｇのジャガイモから 136.6 Ｕ･ｍＬ-1（比活性：22.48 
Ｕ･ｍｇ-protein-1，活性収率：19％）の精製ホスホリラーゼ溶液を 13 ｍＬ




２-２-４ ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応 
 ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応は，40℃，ｐＨ 7，酵素活性１Ｕ･
ｍＬ-1の条件下で各実験を行った．また，リン酸塩としては，リン酸二水素
カリウム（ＫＨ２ＰＯ４）とリン酸水素二カリウム（Ｋ２ＨＰＯ４）をモル比




リン分子基準のモル濃度（ＣＤ，０）4.87 ｍＭ)，リン酸塩（ＣＰ ,０）100    
ｍＭ,ホスホリラーゼ活性 1 Ｕ・ｍＬ-1 の初期反応条件で G-1-P 生成反応を
行った．実験の手順は，以下の通りである．5.41 ｍＭのマルトペンタオー
スと 111 ｍＭのリン酸塩を含む基質水溶液を 11 本の試験管に 1.8 ｍＬず
つ入れ 40℃で 5 分間保持した．上記試験管のうち 10 本に，反応条件でホス
ホリラーゼ活性が 1 Ｕ･ｍＬ-1 になるように 10 Ｕ･ｍＬ-1 に調製した精製ホ






 初期デキストリン濃度（ＣＤ ,０）0.25－30 ｇ･Ｌ
-1，初期リン酸塩濃度   
（ＣＰ，０）50－1000 ｍＭ，ホスホリラーゼ活性 1 Ｕ・ｍＬ
-1 の反応条件で，
反応初期 5 分間のデータを採取した．例えば，リン酸塩濃度（ＣＰ,０）100  
ｍＭの場合，0.28－33.3 ｇ･Ｌ-1 のデキストリンと 111 ｍＭのリン酸塩を含
む基質溶液をそれぞれ 6 本の試験管に 1.8 ｍＬずつ入れ 40℃で 5分間保持
した．上記試験管のうち 5 本に，反応条件でホスホリラーゼ活性が 1 Ｕ･   
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ｍＬ-1になるように 10 Ｕ･ｍＬ-1 に調製した精製ホスホリラーゼ溶液を 0.2 
ｍＬずつ添加し酵素反応を開始した．残りの 1 本は，精製ホスホリラーゼ溶
液の代わりに脱イオン水を 0.2 ｍＬ添加しブランクとした．反応開始後 1 
分毎に，試験管に 5％ＴＣＡ水溶液を 1 ｍＬ加えて反応を停止させ，各サン





 マルトペンタオース（Ｇ５）の加リン酸分解反応の経時変化を Figure 2-2 
(a)に示す．また，反応時間 4 分までの初期データを Figure 2-2(b)に示す．




と 報 告 さ れ て い る （ 限 界 デ キ ス ト リ ン ）（ 例 え ば ， Schwartz と 
Hofnung,1967 ; Chao ら，1969）．デキストリン分子中の限界デキストリン
（Ｇ４）部分が基質になり得ないと考えると，Figure 2-2 の実験条件では
G-1-P生成濃度は最大 4.87 ｍＭと推算される．しかしながら，Figure 2-2(a)












































































































Fig. 2-2 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
Potassium phosphate, 100 mM (pH 7); Maltopentaose (G5), 4.87 mM (4.04 g·L-1); 
Purified phosphorylase, 1 U·mL -1, 40ºC.  (a) All data; (b) Data within 4 minutes: 
　　　 ●, G-1-P; ▽, maltotriose (G3); ◇, maltotetraose (G4); ○, maltopentaose (G5); 













２-３-２ G-1-P 生成反応初速度と基質濃度の関係 
２-３-２（１）G-1-P 生成反応初速度と初期デキストリン濃度の関係 
     初期リン酸塩濃度（Ｃｐ，０）を 100 ｍＭ一定とし，各種デキストリンを
用いて G-1-P 生成反応を行い，それぞれのデキストリンの場合の反応初期
における経時データを Figure 2-3 から Figure 2-8 に示す．Figure 2-3，
2-4，2-5 は，直鎖デキストリンを使用した場合であり，それぞれマルトペ




     Figure 2-9 は， Figure 2-3，2-4，2-5 のデータを G-1-P 生成反応初速
度（ＶＧｉ）とデキストリン分子基準の初期モル濃度（ＣＤ，０）の関係を整





















































Fig. 2-3 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Maltopentaose (G5) :
●, 4.87 mM; ▲, 6.03 mM; ■, 12.1 mM; ◆, 15.1 mM; ▼,
　　　　　　　18.1 mM
Fig. 2-4 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Maltohexaose (G6): 
○, 0.25 mM; △, 0.51 mM; ●, 5.05 mM; ▲, 7.58mM; ■, 








































Fig. 2-5 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Maltoheptaose (G7): 
●, 1.89 mM; ▲, 2.17 mM; ■, 4.34 mM; ◆, 8.68 mM; ▼, 
13.0 mM
Fig. 2-6 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);








































Fig. 2-7 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Pindex#1 (DP: 12):
●, 5.10 mM
Fig. 2-8 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Pindex#100
(DP: 25) : ○, 0.25 mM; ●, 0.61 mM; ▲, 1.23 mM; ■,
2.46 mM; ◆, 3.69 mM; ▼, 7.38 mM
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Fig. 2-9 Effect of dextrin (linear chain) concentration on initial rate 
of G-1-P production(VGi) at a given potassium phosphate 
concentration(100 mM). Purified phosphorylase activity: 1.0 
U·mL-1, 40ºC. ○: maltopentaose (G5), △: maltohexaose (G6), 
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       ＣＤｅ＝γ・ＣＤ       （2-1） 
     
 γはデキストリンの分岐率であり，デキストリン１分子当たりの非還元
末端数を示し，直鎖デキストリンでは，γ＝1 である．パインデックス   
＃２（ＤＰ:9），パインデックス＃１（ＤＰ:12），パインデックス＃１００  
（ＤＰ:25）の場合のＣＤｅ，０とＶＧｉの関係が Figure 2-9 に示した直鎖デキ
ストリンのそれらの関係に合うようにそれぞれのγを求めた．その結果，
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Fig. 2-10 Effect of the dextrin concentration ( CＤe) on the 
initial rate of G-1-P production(VGi)at a given potassium
phosphate concentration (100 mM): Purified phospho-
rylase activity,1.0 U·mL-1, 40ºC; ○, maltopentaose
(G5); △, maltohexaose (G6); □, maltoheptaose (G7); 
◆, Pinedex#2; ▲, Pinedex#1; ■, Pinedex#100: The 














Figure 2-11，2-12，2-13 は，マルトヘキサオース（Ｇ６）の初期濃度   
（ＣＤ，０）が，それぞれ 7.7 ｍＭ，12.9 ｍＭ，15.4 ｍＭにおいて，各初
期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）で G-1-P 生成反応を行い，反応時間 5 分までの経
時データを示したものであり，この場合も直線関係があることがわかる． 
     Figure 2-14 は，Figure 2-11，2-12，2-13 のデータを，マルトヘキサオ
ース（Ｇ６）の各初期濃度（ＣＤ，０）における，G-1-P 生成反応初速度    
（ＶＧｉ）と初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）の関係で整理したものである．Figure 



















































Fig. 2-11 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Maltohexaose (G6), 7.7 mM (pH 7); Purified 
phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Potassium phosphate: ●,
1000 mM; ▲ ,500 mM; ■, 100 mM; ◆, 50 mM
Fig. 2-12 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Maltohexaose (G6), 12.9 mM (pH 7); Purified 
phosphorylase,1 U·mL-1, 40ºC; Potassium phosphate: ●, 
1000 mM; ▲, 500 mM; ■, 100 mM; ◆, 50 mM; ▼, 10 mM
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Fig. 2-13 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
initial stage: Maltohexaose (G6), 15.4 mM (pH 7); Purified 
phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Potassium phosphate: ●,
























Fig. 2-14　 Effect of the maltohexaose (G6)  concentration and 
　 　　potassium phosphate concentration on the initial rate 
of phosphorolysis: Purified phosphorylase activity,
　 1.0 U·mL-1, 40ºC; Concentration of G6 △, 7.7 mM; 
　 ○, 12.9 mM; □, 15.4 mM: The solid curves are 






























わち，E.coli 由来ホスホリラーゼによる Chao ら(1969)の報告や，ウサギの
筋肉とジャガイモ由来ホスホリラーゼによる Gold ら（1970，1971）の報告
のように，ランダム Bi Bi メカニズムに従う．一方，デキストリンが２つ
またはリン酸塩が２つ吸着した中間体（ＥＤｅＤｅＰＰ，ＥＤｅＤｅＰ，  
ＥＰＰＤｅ等）からは G-1-P は生成しないと仮定した．  
 このようなランダム Bi Bi メカニズムと基質阻害の影響とを複合した反
応モデルについて迅速平衡法により反応速度式を導出した．  
 Figure 2-15 において，ＫＤｅ１，ＫＰ１，ＫＤｅ２，ＫＰ２，ＫＤｅ３，ＫＰ３，    
ＫＤｅ４，ＫＰ４，ＫＤｅ５，ＫＰ５は各反応の平衡定数である．ｋは反応中間体
ＥＤｅＰからの G-1-P を生成する反応の反応速度定数である． 
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E    +   De EDe
E    +   P EP
KDe1
KP2
EDe   +   P EDeP
KP1
EP    +   De EDeP
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EDeP E  + De  +  G-1-P
k
EDe   +   De EDeDe
KDe3
EDeDe   +  P EDeDeP
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EDeDeP   +  P EDeDePP
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EP    +   P EPP
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EPP   +  De EPPDe
KDe4
EPPDe   +  De EDeDePP
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Fig. 2-15   Reaction model combining the substrate inhibition mechanism








ＫＰ１＝ＫＰ２＝ＫＰ４  （ホスホリラーゼへの最初のＰの吸着） 
 
 ＫＤｅ３＝ＫＤｅ５  （すでにＤｅが吸着しているホスホリラーゼへのＤｅ 
の吸着：Ｄｅの阻害定数） 
         ＫＰ３＝ＫＰ５    （すでにＰが吸着しているホスホリラーゼへのＰの吸
着：Ｐの阻害定数） 
 




VGi =  kCEDeP 　　　　　　　　　 　　(2-3)
CE0  =  CE+CEDe+CEP+CEDeP+CEDeDe+CEPP+CEDeDeP+CEPPDe+CEDeDePP (2-2)
 39 
 Figure 2-9，2-10 と 2-14 のデータの解析より，ＫＤｅ１＝0.25 ｍＭ，      
ＫＤｅ３＝8.23 ｍＭ，ＫＰ１＝6.48 ｍＭ，ＫＰ３＝421 ｍＭ，ＶＭ＝1.45 ｍＭ･




リン酸塩の基質阻害定数は，上記のように，それぞれ， 8.23 ｍＭ    
（＝ＫＤｅ３），421 ｍＭ（＝ＫＰ３）であった．本章の緒言で述べているが，
Nidetzky ら(1997)は，ジャガイモホスホリラーゼに対するマルトデキスト













CDe,0 + 1( ) KP1CP,0
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２-４ 結論 

















Fig. 2-16 Effect of the molarity of  phosphate (CP,0) and the 
effective molarity of dextrin (CDe,0) on the initial 
　　　　　　 rate of G-1-P  production (VGi)  by Eq. (2-5).
Maximum initial rate was estimated to be 0.86 



























































   ＣＤ  ＝mole concentration of dextrin          ［ｍＭ］ 
   ＣＤｅ ＝concentration of non-reducing-end of dextrin 
 (=effective mole concentration of dextrin)   ［ｍＭ］ 
ＣＥ  ＝concentration of enzyme            ［ｍＭ］ 
ＣＧ1Ｐ ＝concentration of G-1-P              ［ｍＭ］ 
  ＣＰ     ＝concentration of phosphate                  ［ｍＭ］ 
Ｋ  ＝equilibrium constant                        ［ｍＭ］ 
  ｋ  ＝reaction rate constant of G-1-P production ［ min-1 ］  
  ＶＧｉ ＝initial rate of G-1-P production reaction 
                                                     ［ｍＭ・min-1］ 
  ＶＭ  ＝ k・ＣＥ，０                             ［ｍＭ・min
-1］ 
γ  ＝branch ratio of dextrin(=number of non-reducing-end 
 per dextrin molecule)               ［ － ］ 
   
    ＜Subscripts＞ 


















響を考慮した迅速平衡ランダム Bi Bi モデルを提案し，反応初速度と初期
基質濃度の関係式を導出した（式（2-5））．導出した反応速度式を用いて，
最も大きい反応初速度が得られる初期基質濃度を推定した（デキストリンの
非還元末端濃度 1.42 ｍＭ，リン酸塩濃度 52.2 ｍＭにおいて G-1-P 生成初






最も高濃度の G-1-P が得られる基質濃度条件は異なり，G-1-P を高濃度で合
成するためには到達する平衡状態での検討が必要と考えられる． 
 Suzuki と Hamada（1956 年）の報告では，酵素としてジャガイモジュース
（ホスホリラーゼ活性 0.63 Ｕ・ｍＬ-1）を用いて，初期デンプン濃度 20   
ｍｇ・ｍＬ-1，初期リン酸塩濃度 11.34 ｍｇ・ｍＬ-1 において，約 50 ｍＭ




性 0.8 Ｕ・ｍＬ-1，初期マルトデキストリン（糖鎖長の記載無し）250 ｍｇ・
ｍＬ-1，初期リン酸塩 600 ｍＭにおいて，約 70 ｍＭの G-1-P を得ている．
ジャガイモ由来ホスホリラーゼを使用した場合も，酵素活性 0.8 Ｕ・   
ｍＬ-1，初期マルトデキストリン 125 ｍｇ・ｍＬ-1，初期リン酸塩 600 ｍＭ
において，約 70 ｍＭの G-1-P を得ている． 
 本章では，高濃度 G-1-P の生産を目的として，G-1-P 生成反応において到
達する G-1-P 生成濃度におよぼす基質濃度，および酵素濃度の影響について






















３-２-４ ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応 
 ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応は，40℃，ｐＨ 7，酵素活性 1 Ｕ･
ｍＬ-1 または 100 Ｕ･ｍＬ-1 の条件下で各実験を行った．また，リン酸塩と





単位として定義したモル濃度．例えば，100 ｇ･Ｌ-1 のパインデックス  
＃１００（ＤＰ：25）のＣＧは 615 ｍＭである． 
・有効デキストリン濃度（ＣｅＧ）：グルコース分子基準濃度（ＣＧ）から
マルトテトラオース（限界デキストリン）分を差し引いたグルコース
分子基準の濃度．例えば，100 ｇ･Ｌ -1 のパインデックス＃１００  
（ＤＰ：25）のＣｅＧは 516 ｍＭである． 
３-２-４(１) デキストリン鎖長の影響 











0.6 ｍＬを試験管に仕込み 40℃で 5 分間保持する．別に，40℃に保持して
おいた 3 Ｕ･ｍＬ-1 の精製ホスホリラーゼ溶液 10 ｍＬを各基質溶液に投入
して反応を開始した．所定反応時間毎に反応液を 2 ｍＬサンプリングし，
5％ＴＣＡ（trichloroacetic acid）水溶液を 1 ｍＬ加えて反応を停止させ，
反応液中の G-1-P 濃度を測定した．生成 G-1-P 濃度が一定になるまで反応を
継続した（48－72 時間）． 
３-２-４（２） デキストリン，リン酸塩濃度の影響 
 酵素活性 1 Ｕ･ｍＬ-1 および 100 Ｕ･ｍＬ-1 の反応条件で実験した．デキ
ストリンとしては，パインデックス＃１００を使用した． 
 酵素活性 1 Ｕ･ｍＬ-1 での実験は，パインデックス＃１００が 61.5－615  
ｍＭ（ＣＧ，０），リン酸塩が 100－3000 ｍＭ（ＣＰ，０）の基質濃度で反応を
行った．酵素活性 100 Ｕ･ｍＬ-1 での実験は，パインデックス＃１００が 307




初期酵素活性 1 Ｕ･ｍＬ-1，パインデックス＃１００が 307 ｍＭ（ＣＧ，０）
一定条件でＣＰ，０ が 0－2500 ｍＭの初期リン酸塩濃度範囲において 40℃で
80 時間保持(反応)した．この混合溶液 5 ｍＬを透析チューブ（seamless 





３-３-１ 平衡到達 G-1-P 濃度とデキストリン濃度の関係 
３-３-１（１） 各種デキストリンを基質としたときの反応経時データ 
初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）100 ｍＭ，酵素活性 1 Ｕ・ｍＬ
-1 の条件で
種々のデキストリンを用いて行った G-1-P の生成反応の経時データを
Figure 3-1 から Figure 3-5 に示す．デキストリンとしては，それぞれ，マ
ルトヘキサオース（Ｇ６），マルトヘプタオース（Ｇ７），パインデックス   
＃２（ＤＰ:9），パインデックス＃１（ＤＰ:12），パインデックス＃１００     
（ＤＰ:25）である．これらのデータから，いずれの場合も反応時間 20 時
間においては平衡状態に到達していることがわかった． 
３-３-１（２）平衡到達 G-1-P 濃度と有効デキストリン濃度と関係 
Figure 3-6(a)に，各種デキストリンのグルコース分子基準の初期モル濃
度（ＣＧ,０）と平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）の関係を示した．Figure 3-6(a) 



































Fig. 3-1 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
Potassium phosphate, 100 mM (pH 7); Purified phosphorylase,
　　　　 　　 1 U·mL -1, 40ºC; maltohexaose (G6): ●, 30.3 mM; ▲, 45.5 mM; 























Fig. 3-2 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
Potassium phosphate, 100 mM (pH 7); Purified phosphorylase,
1 U·mL -1, 40ºC; Maltoheptaose (G7): ●, 15.2 mM; ▲, 30.4 mM;





















Fig. 3-3 　 Time course of enzymatic production of G-1-P: Potassium phosphate,
100 mM (pH 7);  Purified phosphorylase, 1 U·mL -1, 40ºC; Pindex#2





















Fig. 3-4 　 Time course of enzymatic production of G-1-P: Potassium phosphate,
100 mM (pH 7);  Purified phosphorylase, 1 U·mL -1, 40ºC; Pindex#1

























Fig. 3-5 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
　 Potassium phosphate,100 mM (pH 7); Purified phosphorylase, 1 U·mL -1,
40ºC; Pindex#100 (DP:25): ●, 6.14 mM; ▲, 15.4 mM; ■, 30.7 mM; ◆,




















































Fig. 3-6　 Relation between the initial dextrin concentration, CG,0, CeG,0
and the finally obtained concentration of G-1-P at equilibrium, 
CG1P.eq: Phosphate, 100 mM; Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 
40°C.  (a) Initial dextrin concentration is CG,0; (b) Initial dextrin
concentration  is CeG,0 : △,  maltoheptaose (G7); □, maltohexaose               


















コスト等を考慮し，以後の検討はデキストリンとしてパインデックス   
＃１００を使用した． 
 
３-３-２ 高濃度基質条件での G-1-P 生成反応 
 デキストリンとしてパインデックス＃１００を用い，高基質濃度条件で 
G-1-P 生成反応を行った．その結果を，Figure 3-7 に示す． 
 Figure 3-7 から，酵素活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1 での検討では，いずれのデキ
ストリン濃度においても，初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）が 1500 ｍＭ付近で
平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ 1Ｐ ,ｅｑ）が最大になることがわかる．また，     
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Fig. 3-7 Relation between the initial phosphate concentration, CP,0 and CG1P.eq at
various CeG,0 : Pindex#100,40°C; Purified phoshorylase, 1 U·mL-1; ○, 
CeG,0 516 mM; △, CeG,0 258 mM; □, CeG,0 155 mM; ◇, CeG,0 103 mM;
, CeG,0 52 mM; Purified phosphorylase, 100 U·mL-1; ●, CeG,0 516 mM; 




































きいことがわかる．例えば，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭ，ＣＰ，０が 1500 ｍＭの時，




定性を確認した． Table 3-1 は，40℃において高濃度リン酸塩中に精製ホ
スホリラーゼを 80 ｈ保持し，ホスホリラーゼの活性残存率を測定した結果
である．初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）が 500 ｍＭから 2500 ｍＭにおいては，
リン酸塩濃度に関係なく初期酵素活性の 90％以上の活性が維持されていた．
すなわち，このような条件でのホスホリラーゼの不可逆的な不活性化は，リ
ン酸塩濃度に関係なく初期活性の 10％以下であると考えられた．一方，   











 酵素活性が 100 Ｕ・ｍＬ-1 の場合は，Figure 3-7 に示すようにＣＰ，０が






























3000 ｍＭでは，230 ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）が得られた．この生成 G-1-P







３-３-３ 高濃度 G-1-P を得るための最適反応条件 
 高濃度 G-1-P を得るための最適な反応条件を設定するために，平衡到達
G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）と初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ,０）および初期
リン酸塩濃度（ＣＰ，０）との関係について検討した． 
























==             (3-1)                                
 










=                   (3-2)                                     
 Figure 3-6 や Figure 3-7 に示すようにＣＧ1Ｐ,ｅｑはＣｅＧ,０やＣＰ，０に依存
することから，Ｋａｐｐもこれらの基質濃度に依存すると考えられる．すなわ
ち，ＣＧ1Ｐ,ｅｑをＣｅＧ,０とＣＰ，０の関数で表すためには，ＫａｐｐをＣｅＧ,０と   
ＣＰ，０の関係を明らかにする必要があり，まず，実験データよりＫａｐｐと  
ＣｅＧ,０およびＣＰ，０の関係を整理した． 




から，ＣｅＧ ,０が大きいほどＫａｐｐは大きくなることがわかる．また，   
ＣｅＧ,０が同じであればＣＰ，０が大きくなるにしたがってＫａｐｐは小さくな
ることがわかる． 
     次に，Figure 3-8， Figure 3-9 に示されるＫａｐｐとＣｅＧ,０の関係を， 次




Fig. 3-8　　Effect of CeG,0 on  the apparent equilibrium constant,Kapp at several CP,0: 40°C ; 　
Purified phosphorylase, 1U·mL-1; ○ , CP,0 50 mM; ●, CP,0 100 mM; ▲, CP,0 270
mM;■, CP,0 500 mM; ◆, CP,0 1000 mM; ○, CP,0 1500 mM; △, CP,0 2000 mM;
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Fig. 3-9　　Effect of CeG,0 on  the apparent equilibrium constant, Kapp at several CP,0: 40°C; 　
Purified phosphorylase, 100U·mL-1; ○, CP,0 1500 mM; △, CP,0 2000 mM; □, 




















=            (3-3)                                 
     
     酵素活性 1 Ｕ・ｍＬ-1 および 100 Ｕ・ｍＬ-1 の場合の各ＣＰ，０における
パラメータＡとＢは，Figure 3-8，3-9 に示されるデータと式（3-3）から
最小二乗法を用いたフィッティングにより算出した．その結果得られたパ








         Ａ = 0.792 · ＣＰ，０
 -0.244     (3-4) 
         Ｂ = ｍ · ＣＰ，０           (3-5) 
                       
 式（3-4）は，Figure 3-10(a)に示すように，酵素活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1の
場合はＣＰ，０≦1500 ｍＭ，100 Ｕ・ｍＬ
-1 の場合は 1500 ｍＭ≦ＣＰ，０≦3000 





     式（3-5）は，Figure 3-10(b)に示すように，酵素活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1 
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Table 3-2
The constants A and B at each phosphate concentration
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C , [ ]
Fig. 3-10 (a)Effect of CP,0 on A; Purified phosphorylase: ○, 1 U·mL-1; ●, 100 U·mL-1
(b)Effect of CP,0 on B; Purified phosphorylase: □, 1 U·mL-1; ■, 100 U·mL-1
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の場合は，ＣＰ，０≦3000 ｍＭの範囲でｍ = 0.118 が適用できる．100 Ｕ・    



















=       (3-6)                       
 








数値は目標 G-1-P 濃度である． 





















Fig. 3-11 Relation of CeG,0 and CG1P.eq at high substrate concentration using 
1U･mL-1 Purified phosphorylase; ○, CP,0 500 mM; △, CP,0 1000 mM;
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Fig. 3-12 Relation of CeG,0 and CG1P.eq at high substrate concentration using 
100U･mL-1 Purified phosphorylase; ●, CP,0 1500 mM; ▲, CP,0
　　　　　 　　　　 2000 mM; ■, CP,03000 mM : Solid curves, calculated by Eq.
　　　 　　 (3–6),  m = 0.054 [-]
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Fig. 3-13 The estimating relation of CeG,0 and CP,0 for target CG1P.eq
calculated  by Eq. (3–6). Each value in a figure is 
　　　 　　 　target CG1P.eq [mM]: Solid curves, purified phosphorylase, 



























































 ２．ホスホリラーゼ活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1の条件では，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭ
までの濃度において，ＣＰ，０が 1500 ｍＭ周辺の条件において最も高い
ＣＧ 1Ｐ,ｅｑ（137 ｍＭ)が得られた．これより高いリン酸塩濃度では，  
ＣＧ1Ｐ,ｅｑは低くなった．これは，高濃度のリン酸塩による酵素への可
逆的な阻害の影響と考えられた． 
 ３．ホスホリラーゼ活性が 100 Ｕ・ｍＬ-1 の条件では，ホスホリラーゼ
に対するリン酸塩の阻害の影響は低減された．その結果，ＣｅＧ,０が 516 








  Ａ   ＝constant of Eq.(3-3)             ［ － ］ 
  Ｂ   ＝constant of Eq.(3-3)             ［ｍＭ］ 
  ＣｅＧ  ＝effective dextrin concentration based on glucose 
 unit                                        ［ｍＭ］ 
  ＣＧ   ＝dextrin concentration based on glucose unit ［ｍＭ］ 
ＣＧ１Ｐ ＝concentration of G-1-P             ［ｍＭ］ 
  ＣＰ  ＝concentration of phosphate          ［ｍＭ］ 
  Ｋａｐｐ ＝apparent equilibrium constant         ［ － ］ 
  ｍ  ＝constant of Eq.(3-5)                       ［ － ］ 
 
   ＜Subscripts＞ 
    ０  ＝initial 













第４章 固定化ホスホリラーゼによる高濃度 G-1-P の生産 
 
４-１ 緒言 












濃度や酵素濃度の影響について検討した（Sakata ら,2008）. その結果, 酵
素活性 1 Ｕ・ｍＬ-1の反応条件においては, グルコース基準の有効デキスト
リン濃度（ＣｅＧ，０）が 516 ｍＭ, リン酸塩濃度（Ｃｐ，０）が 1500 ｍＭの
条件で 137 ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）を得た．酵素活性 100 Ｕ・ｍＬ
-1の
反応条件においては, ＣｅＧ，０が 516 ｍＭ, Ｃｐ，０が 3000 ｍＭの条件で 230 
ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）を得た．さらに，見かけの平衡定数（Ｋａｐｐ）を










スホリラーゼを，DE-52 cellulose， Octyl Sepharose 4B， Sepharose 4B に
固定化し，39.1 ｍＭの G-1-P が生成したと報告している. Kumar と Sanwal
（1981）は，ポリアクリルアミドのマトリクスに，Srivastava ら（1996）







れた G-1-P の濃度も低く，実用的な G-1-P 生産プロセスの確立までは至って
いなかった. 
 本章では，実生産に適用可能な G-1-P 生産プロセス開発を目的として，コ
スト的要素も考慮して，未精製のジャガイモジュースからホスホリラーゼを
直接固定化する方法，および固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリアク
ターによる高濃度 G-1-P の連続生産プロセスについて検討した. 






















取り除いた. Table 4-1 に示したそれぞれの担体 20 ｍＬを固形分を取り除
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 Ｒｐｒ［％］＝（１－Ｃｐｒ，５・Ｃｐｒ，０















４-２-３（１） 少量調製方法  
 HPA-25に対しジャガイモジュースを体積比で 1－20の割合で添加し，25℃，





























    第２章,第３章と同じ方法で測定した． 
４-２-４（２） 生成 G-1-P 濃度の測定 
第２章,第３章と同じ方法で測定した． 
 
４-２-５ 固定化ホスホリラーゼを用いた G-1-P 生成反応 











えば，100 ｇ･Ｌ-1 のパインデックス＃１００（ＤＰ：25）のＣｅＧは 516   
ｍＭである． 
第３章において，ホスホリラーゼ活性 100 Ｕ・ｍＬ-1 において，初期有





は，パインデックス＃１００（ＤＰ：25）516 ｍＭ，リン酸塩 2000 ｍＭ  
(ＫＨ２ＰＯ４／Ｋ２ＨＰＯ４（モル比 7／8）)で行った． 
   ４-２-５（１） 回分反応 
    内容積 200 ｍＬの三角フラスコに基質溶液を 100 ｍＬ，防腐剤としてト
ルエン 2 ｍＬを仕込む．反応溶液中のホスホリラーゼ活性が 2 Ｕ・ｍＬ-1
になるように固定化ホスホリラーゼを添加して反応を開始する．反応は
40℃，82 rpm の振とう条件で行い，所定時間毎に反応溶液をサンプリング
し G-1-P 濃度を測定した． 
４-２-５（２） 連続反応 









 Table 4-1 に，各種担体へのホスホリラーゼ活性とタンパク質の吸着率を












 Figure 4-2 は，25℃における HPA-25 へのジャガイモジュース中のタンパ
ク質の吸着量と吸着時間の関係を示したものである．Figure 4-2 から吸着
時間が 3 時間以上では吸着量が一定になっていることがわかる．したがっ
て，以後の HPA-25 への吸着検討においては吸着時間を 5 時間とした． 
 
４-３-３ ホスホリラーゼの HPA-25 への吸着特性 
 Figure 4-3(a)，Figure 4-3(b)は，それぞれ，HPA-25 へのジャガイモジ
ュース中のタンパク質とホスホリラーゼ活性の 25℃における吸着等温線で
ある．本実験で使用したジャガイモジュース中のタンパク質濃度とホスホリ
ラーゼ活性は，それぞれ，15.7 ｍｇ・ｍＬ -1，5.5 Ｕ・ｍＬ -1 であり，
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Table 4-1  Adsorption of phosphorylase activity and protein to various carriers
Carriers Resin base
Active group 
Adsorption ratio    





































Adsorption condition:   initial phosphorylase activity (AE,0): 3.81 U·mL-1; initial protein (Cpr,0): 12.2 mg·m
potato juice/carrier: 200 mL/20 mL; 5 h; 25ºC
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Fig.4-2 Adsorption time course of protein on HPA-25 at 25ºC:potato
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Fig. 4-2 Adsorption time course of protein on HPA-25 at 25ºC: potato
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Fig. 4-3 Adsorption isotherm of protein (a) and phosphorylase (b) on HPA-25 at 25ºC;
solid line is calculated by the Freundlich equation:
(a) Wpr = 0.15 · Cpr,e2.11







2.11    （4-3） 
 
   ＷＥ[Ｕ・ｍＬ-carrier
-1]＝10.34・ＡＥ,eｑ







Figure 4-4 は,Figure 4-3(a)，(b)のデータをタンパク質吸着量とホスホ
リラーゼ活性吸着量の関係で再整理したものであり，直線関係が得られた．
この直線の傾きから，HPA-25 に吸着したホスホリラーゼの比活性は約 0.7 
Ｕ・ｍｇ-protein-1 と推算された．したがって，Figure 4-3 の実験で得ら
れた固定化ホスホリラーゼの比活性は原料として用いたジャガイモジュー
スの 2 倍となった．ところで，４-３-１項に示した Table 4-1 の HPA-25 へ
の吸着データからは，HPA-25 に吸着したホスホリラーゼの比活性は，原料






って，吸着等温式のパラメータや比活性の絶対値は原料とするジャガイモに           
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Fig.4-4 Relation between the amount of protein (Wpr), 
and  phosphorylase activity (WE) which absorbed 
on HPA-25: The solid line is the approximation 
obtained by the least-squares method. (WE = 0.70 
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Fig. 4-4 Relation between the amount of protein (Wpr), 
a d  phosphorylase activity (WE) which absorbed 
on HPA-25: The solid line is the approximation  
obtained by the least-squares method (WE = 0.70 







４-３-４ 回分反応での固定化ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応 
     固定化ホスホリラーゼによる G-1-P の生成反応について，まず，回分系で
の検討を行った．G-1-P の実用的な生産においては，固定化ホスホリラーゼ
を用いて高基質濃度系で反応を行い，高濃度の G-1-P を得ることが重要であ
る．Table 4-2 に，初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ，０）が 516 ｍＭ，リ
ン酸塩濃度（Ｃｐ，０）が 2000 ｍＭの条件で，固定化ホスホリラーゼおよび，
遊離の精製ホスホリラーゼを用いて G-1-P 生成反応を行った結果を示す．ホ
スホリラーゼ活性が 2 Ｕ・ｍＬ-1 の場合，固定化ホスホリラーゼの平衡到
達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）は，遊離酵素の約 1.2（＝165/135）倍高いこと
がわかる．第３章（３-３-２項）において，遊離の精製ホスホリラーゼ 1 Ｕ・












４-３-５ 固定化ホスホリラーゼによる連続反応の目標生成 G-1-P 濃度 
     ４-２-５項の（２）（連続反応の実験方法）で説明したように，固定ホス
ホリラーゼを充填したカラムリアクターによる G-1-P 生成反応は，パインデ
ックス＃１００（ＤＰ：25）516 ｍＭ，リン酸塩 2000 ｍＭ(ＫＨ２ＰＯ４／       
Ｋ２ＨＰＯ４（モル比 7／8）)で行った．このような初期基質条件で得られる
最大 G-1-P 濃度は，第３章で示した精製ホスホリラーゼ活性 100 Ｕ・   
ｍＬ-1 の場合の平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）と初期有効デキストリン
濃度 （ＣｅＧ，０），リン酸塩濃度（Ｃｐ，０）の関係式（3-6）より 186 ｍＭ
と推算できる（Sakata ら，2008）．この数値は，十分な酵素活性を有する場
合の平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）と考えられ，固定ホスホリラーゼに
よる G-1-P 生成反応においても 186 ｍＭを目標 G-1-P 生成濃度とした． 
 
４-３-６ カラムリアクターを用いた連続 G-1-P 生成反応における固定化
ホスホリラーゼの安定性 
 Figure 4-5 は，担体充填体積当たりの酵素活性（ＡＩＥ）が 14.1 Ｕ・   
ｍＬ-carrier-1 の固定化ホスホリラーゼを 270 ｍＬ充填したカラムリアク
ターを用いて，平均滞留時間（τ）41.7 時間，空塔線速度（ＳＬＶ）0.0034     
ｍ・ｈ-1の操作条件で長期連続反応を行った結果である．ＳＬＶは，以下の
式(4-5)から算出できる値である． 
     
      ＳＬＶ［ｍ・ｈ-1］＝Ｆ・Ａ-1     （4-5） 





Fig.4-5 Continuous production of G-1-P by the column reactor:
ID: 50 mm,H: 140 mm, immobilized phosphorylase: 270 mL 
(3818U), AIE: 14.1 U·mL-carrier-1, CeG,0: 516 mM (Pindex#100),
CP,0: 2000 mM, supply velocity of substrate: 6.6 mL·h-1, mean 















Fig. 4-5 Continuous production of G-1-P by the column reactor:
ID: 50 mm; H: 40 m; immobilized phosphorylas : 27  mL
(3818U); AIE: 14.1 U·mL-carrier-1; CeG,0: 516 mM (Pindex#100);
CP,0: 2000 mM; supply velocity of substrate: 6.6 mL·h-1; mean 
residence time: 41.7 h; SLV: 0.0034 m ·h-1; 40ºC
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 Figure 4-5 に示すように，本固定化酵素を充填したカラムリアクターに
おいては 330 日以降において若干 G-1-P 生成濃度（ＣＧ１Ｐ）の低下が見ら
れたが，1 年以上にわたって G-1-P を安定に生産できることが確認できた．
また，この期間中に供給した基質溶液はカラムリアクターの体積の約 235
倍であった． 
さらに，Figure 4-5 の 330 日までの G-1-P 生成濃度の平均値は 188 ｍＭ




Figure 4-5 に示されたように 1 年以上もの長期間安定に G-1-P を生産する





















Figure 4-6 に示す各実験データは，平均滞留時間の 3.5－20 倍の時間連続
運転し G-1-P 生成濃度（ＣＧ１Ｐ）が定常に達している状態でのデータである．
Figure 4-6 から，ＣＧ１ＰはＳＬＶが 0.03 ｍ・ｈ
-1 までは徐々に増大してい
ることがわかる．すなわち，ＳＬＶが 0.03 ｍ・ｈ-1 までは，固定化酵素表
面近傍の外部境膜拡散抵抗が無視できないことを示している．この結果から，
外部境膜拡散抵抗を無視できるカラムリアクターの操作条件として，ＳＬＶ
は 0.03 ｍ・ｈ-1 以上とした． 
さらに，Figure 4-5 で示された固定化ホスホリラーゼの１年以上にわた
る高い安定性に関しては，Figure 4-5 の実験をＳＬＶ 0.0034 ｍ・ｈ-1 の条
件で行っていることから，固定化ホスホリラーゼ表面近傍の拡散抵抗の影響
によりカラム出口の G-1-P 濃度（ＣＧ１Ｐ）が一定に維持されている可能性も
考えられた（Ooshima と Harano，1983）． 
 









Fig.4-6 Effect of superficial linear velocity (SLV) on CG1P:
AIE: 22.7 U·mL-carrier-1, CeG,0: 516 mM (Pindex#100),












Fig. 4-6 ffect of superficial lin ar velocity (SLV):
AIE: 22.7 U·mL-carrier-1; CeG,0: 516 mM (Pindex#100);
CP,0: 2000 mM; mean residence time: 10 h; 40ºC
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研究では，ＣｅＧ，０：516 ｍＭ，Ｃｐ，０：2000 ｍＭ）の供給速度である． 
 





 ＳＬＶが 0.03 ｍ・ｈ-1 以上の操作条件で，種々の活性を有する固定化ホ
スホリラーゼ（7.9－22.7 Ｕ・ｍＬ-carrier-1)を用いて種々の固定化ホス
ホリラーゼの充填体積（0.047－4.5 Ｌ）の実験を行い，G-1-P 生成濃度   
（ＣＧ１Ｐ）とＳＶの関係を Figure 4-7 に示した．また，固定化ホスホリラ
ーゼ単位活性当たりの G-1-P 生成速度とＳＶの関係を Figure 4-8 に整理し






ことで，高濃度の G-1-P（186 ｍＭ）が得られ，ＳＶが 6×10-9 ｍ3・Ｕ-1・
ｈ-1 をこえるとＣＧ１Ｐは徐々に低下することがわかる．一方，Figure 4-8 に
示すように固定化ホスホリラーゼ単位活性当たりの G-1-P 生成速度はＳＶ
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Fig. 4-7 Effect of space velocity (SV): CeG,0: 516 mM (Pindex#100), CP,0: 
2000 mM; SLV: more than 0.03 m·h-1; 40ºC; AIE [U·mL-carrier-1],

























Fig. 4-8 Effect of space velocity (SV) on Productivity of G-1-P: CeG,0: 516 mM
(Pindex#100), CP,0: 2000 mM, SLV: more than 0.03 m·h-1, 40ºC, AIE [U·
mL-carrier-1], ○, 22.7; □, 11.0; △, 9.2; ◇, 7.9; ●, 14.1 (100-L column); 




４-３-９ 大型カラムでの G-1-P 連続生産 
これまでの検討において，初期有効デキストリン（ＣｅＧ，０）516 ｍＭ，
リン酸塩（Ｃｐ，０）2000 ｍＭの場合，固定化ホスホリラーゼを充填したカ
ラムリアクターの操作条件を，ＳＬＶを 0.03 ｍ・ｈ-1 以上，ＳＶを 6×10-9 
ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 以下に設定することにより，上記初期基質濃度における平衡
到達濃度の G-1-P（186 ｍＭ）が得られることがわかった．そこで，大型カ
ラムリアクターにおいても G-1-P の生産性を確認した． 
Figure 4-9 は，固定化ホスホリラーゼ充填体積が 100 Ｌのカラムリアク
ターに，酵素活性 14.1 Ｕ・ｍＬ-carrier-1の固定化ホスホリラーゼを充填
し，ＳＬＶを 0.034 ｍ・ｈ-1，ＳＶを 3.1×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 の条件で     
G-1-P 生成反応の連続運転を行った結果である．Figure 4-9 に示すように，
100 Ｌカラムにおいてもラボスケールと同様に 185 ｍＭの G-1-P を連続的
に生産できることがわかった．この結果から，100 Ｌカラムでの G-1-P  
（Ｋ塩）生産能力は乾燥重量にして約 2ｔ・year-1と推算される．また，実
生産において固定化ホスホリラーゼ充填量 4 ｍ3のカラムリアクターを用い
るとすると，約 80 t・year-1 の G-1-P（Ｋ塩）を生産できると推算できる．
さらに，４-３-８項で述べたように，目標とする生成 G-1-P 濃度を少し低下
させることで，G-1-P 生産能力を高めることができる．例えば，Figures 4-7，
4-8 よりＳＶを 10×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 に設定することで，生成 G-1-P 濃度





Fig.4-9    Continuous production of G-1-P by the 100 L column reactor:
ID: 400 mm, H: 796 mm, immobilized phosphorylase:100  L
(1,410,000 U), AIE:14.1 U·mL-carrier-1, CeG,0: 516 mM (Pindex
#100), CP,0: 2000 mM, supply velocity of substrate: 4.3 L·h-1, 












Fig. 4-9       Continuous production of G-1-P by the 100-L column reactor:
ID: 400 mm; H: 796 m ; immobilized phosphorylase:100  L
(1,410,000 U); AIE:14.1 U·mL-carrier-1; CeG,0: 516 mM (Pindex
#100); CP,0: 2000 mM; supply velocity of substrate: 4.3 L·h-1; 














３．固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリアクターの設計においては，     
空塔線速度（ＳＬＶ）と空間速度（ＳＶ）が重要な操作因子であり，   
ＳＬＶを 0.03 ｍ・ｈ-1 以上，ＳＶを 6×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 以下に設定
することにより，高濃度の G-1-P を連続生産できることがわかった  
（ＣｅＧ，０：516ｍＭ，Ｃｐ，０：2000 ｍＭにおいてＣＧ１Ｐ，ｅｑ：186 ｍＭ）． 
４．固定化ホスホリラーゼ充填体積 100 Ｌの大型カラムリアクターにおい
ても，ＳＬＶ：0.034 ｍ・ｈ-1，ＳＶ：3.1×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 において，
185 ｍＭの G-1-P を連続的に生産できることを確認した．100 Ｌカラム







 Ａ   ＝cross-sectional area of column reactor      ［ｍ2］ 
 ＡＥ   ＝phosphorylase activity             ［Ｕ・ｍＬ
-1］ 
 ＡＩＥ  ＝enzymatic activity of immobilized phosphorylase 
                                            ［Ｕ・ｍＬ-carrier-1］ 
 ＣｅＧ  ＝effective dextrin concentration based on glucose 
 unit                                       ［ｍＭ］ 
 ＣＧ  ＝dextrin concentration based on glucose unit ［ｍＭ］ 
 ＣＧ１Ｐ  ＝concentration of G-1-P             ［ｍＭ］ 
 ＣＰ   ＝concentration of phosphate                 ［ｍＭ］ 
 ＣＰｒ   ＝concentration of protein             ［ｍｇ・ｍＬ
-1］ 
 Ｆ    ＝volumetric flow rate of substrate          ［ｍ3・ｈ-1］ 
 ＲＥ   ＝adsorption ratio of phosphorylase activity  ［％］ 
 ＲＰｒ   ＝adsorption ratio of protein                 ［％］ 
 ＳＬＶ ＝superficial linear velocity                ［ｍ・ｈ-1］ 
 ＳＶ  ＝space velocity               ［ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1］ 
 Ｖ   ＝filling volume of the immobilized phosphorylase［ｍＬ］ 
 ＷＥ  ＝adsorption amount of phosphorylase activity 
             ［Ｕ・ｍＬ-carrier-1］ 
 ＷＰｒ  ＝adsorption amount of protein      ［ｍｇ・ｍＬ-carrier
-1］ 
 τ   ＝mean residence time                     ［ｈ］ 
 
＜Subscripts＞ 
 ０   ＝initial 
 ５   ＝5 ｈ 
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リラーゼ活性が 1 Ｕ・ｍＬー１の条件では，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭまでの





果，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭ，ＣＰ，０が 3000 ｍＭの条件で 230 ｍＭの G-1-P
が得られた．この生成 G-1-P 濃度は，Nidetzky ら(1997)が報告してい




ＣＧ1Ｐ,ｅｑとＣｅＧ,０およびＣＰ，０の関係を Figure 3-13 に示した．Figure 
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3-13 は，高濃度 G-1-P を得るための反応条件の設定に有効である．  
 









ゼを充填したカラムリアクターの設計においては，空塔線速度   
（ＳＬＶ）と空間速度（ＳＶ）が重要な操作因子であり，これらを最
適化することにより, 第３章で得られた精製ホスホリラーゼ用いた場
合と同じく高い平衡到達 G-1-P 濃度が得られた（ＣｅＧ，０：516ｍＭ,  
Ｃｐ，０：2000 ｍＭ，ＣＧ１Ｐ，ｅｑ：186 ｍＭ）．固定化ホスホリラーゼ充
填体積 100 Ｌの大型カラムリアクターにおいても，ＳＬＶが 0.034 
ｍ・ｈ-1，ＳＶが 3.1×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 において，185 ｍＭの G-1-P
を連続的に生産できることを確認した. 100 Ｌカラムでの G-1-P（Ｋ塩）
生産能力は乾燥重量にして約 2ｔ・year-1と推算された．さらに，得ら
れた知見をもとに実用スケールのリアクターを推定した．例えば，固
定化ホスホリラーゼ充填量 4 ｍ3 のカラムリアクターを用いるとする
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